




















The proliferation of cultured human airway









               研究目的
 気管支喘息は, 好酸球やリンパ球の気道への浸潤を特徴とする慢性炎症性気道疾患である。 ま
 た, 組織学的には, 気道上皮基底膜の肥厚, 気道平滑筋の肥大, 過形成などの組織の再構築が認
 められる。 この再構築による気道壁の肥厚は気道狭窄の増強因子となるため, その病態の解明は
 臨床的にも重要である。 しか し, 気道平滑筋の肥大, 過形成の発症機転については未だ不明な点
 が多い。 喘息気道では好酸球が気道平滑筋周囲にも浸潤しており, また好酸球の培養上清が線維
 芽細胞や血管平滑筋細胞の増殖を誘導するという報告がある。 さらに, 好酸球は気道平滑筋細胞
 の増殖を誘導 し得るサイ トカイン (TNF 等) や増殖因子 (PDGF 等) を種々の刺激下で産生し
 得ることから, 気道平滑筋過形成への好酸球の関与が示唆される。 そこで, 培養ヒト気道平滑筋
 細胞を用いて好酸球の気道平滑筋増殖に及ぼす影響を検討 した。
               研究結果
 [方法]
 剖検気管組織からヒト気道平滑筋細胞を分離培養した。 また, 健常人から好酸球を分離精製
 し, 凍結, 融解及び超音波破砕により好酸球 lysate を得た。 気道平滑筋細胞を種々の濃度 (0=
 con七rol, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50, 75%) の1ysateとともに, 2.5%のウシ胎児血清存在下
 で, 2, 4, 6日間培養した。 次に好酸球 lys飢e を加熱処理 し, 気道平滑筋細胞の増殖効果に及ぼ
 す影響をみた。 また増殖誘導因子の細胞内局在をみるために好酸球 lysate を超遠心し可溶成分
 と非可溶成分とに分離し, それぞれ気道平滑筋細胞と6日間培養した。
 気道平滑筋細胞は, それ自身の増殖を誘導する増殖因子 (PDGF, TNF一α, IGF-H, TGF一β1)
 を種々の刺激下で産生, 遊離する。 好酸球 1ysate の気道平滑筋増殖作用が, これらの因子を介
 するか否かを検討するため, 抗体存在下で好酸球 lysate とともに気道平滑筋細胞を培養した。
 [結果]
 (1) 気道平滑筋細胞を好酸球 lysate 存在下で培養 したところ, 非存在下に比べ濃度及び時間依
 存性に有意な増殖促進が認められた。
 (2) 好酸球 Iysate を加熱したところ, その平滑筋細胞増殖作用は消失した。
 (3) 気道平滑筋細胞増殖において, 可溶成分には好酸球 lysate と同様の増殖活性を認めたが,
 非可溶成分には増殖活性は検出されなかった。
 (4) 抗 PDGF 抗体, 及び抗 TNRα抗体は, 好酸球 lysate の気道平滑筋細胞増殖作用を濃度依
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 存性に抑制する傾向を示したが, 有意ではなかった。 しかし両者の併用により気道平滑筋細胞増
 殖は control の レベルまで抑制された。
 (5) 抗 IGF-H抗体は単独で好酸球 lysate の増殖促進作用をほぼ完全に抑制した。
 (6) 抗 TGF一β1 抗体は, 好酸球 lysate の増殖効果に影響を及ぼさなかった。
              研究の意義・独創的な点
 本研究は, 好酸球が気道平滑筋細胞増殖作用を有すること, またその作用は平滑筋細胞からの
 増殖因子発現誘導を介することを初めて明 らかにした。 本研究は喘息発症の中心的役割を担う好
 酸球が, 気道平滑筋の過形成に直接関わることを示す独創的な研究である。 また, 気道平滑筋の
 肥厚は, 喘息の重症化, 慢性化を来す重要な病態であり, 本研究はその発症機序の解明に寄与す
 る臨床的に も意義のある ものであ る。
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 審査結果の要旨
 気管支喘息は, 好酸球やリンパ球の気道への浸潤を特徴とする慢性炎症性気道疾患である。 ま
 た, 組織学的には, 気道上皮基底膜の肥厚, 気道平滑筋の肥大・過形成などの組織の再構築が認
 められる。 しか し, 気道平滑筋の肥大・過形成の発症機転については未だ不明な点が多い。 喘息
 気道では好酸球が気道平滑筋周囲にも浸潤 してお り, また正常人末梢血好酸球の培養上清が線維
 芽細胞や血管平滑筋細胞の増殖を誘導するという報告があ る。
 著者は, 剖検気管組織からの培養ヒ ト気道平滑筋細胞を用いて, 健常人の末梢血から分離・精
 製した好酸球の気道平滑筋細胞増殖に及ぼす影響壱検討 し, 以下の結果を得, 考察を加えている。
 (1〕 好酸球の凍結, 融解及び超音波破砕により好酸球 1ysate を得た。 気道平滑筋細胞を好酸球
 lysate 存在下で培養したところ, 非存在下に比べ, 濃度及び時間依存性に有意な増殖促進が認
 め られた。
 (2) 好酸球 1ysate を加熱したところ, その平滑筋細胞増殖作用は消失した。
 (31 好酸球 1ysate を超遠心にて可溶および不溶成分に分離した。 可溶成分には好酸球 1ysate と
 同様の気道平滑筋細胞増殖活性を認めたが, 不溶成分には増殖活性は検出されなかった。
 以上の結果は, 末梢血好酸球の可溶性蛋白成分にはヒ ト気道平滑筋細胞の増殖を促進する活性
 が存在することを示す。
 (4) 抗 PDGF 抗体, 及び抗 TNF一α抗体は, 好酸球 lysate の気道平滑筋細胞増殖作用を濃度依
 存性に抑制する傾向を示したが, 有意ではなかった。 しか し, 両者の併用により気道平滑筋細胞
 増殖は好酸球 1ysate 非添加の レベルまで抑制された。
 〔5) 抗 IGF一且抗体は, 単独で好酸球 1ysate の増殖促進作用をほぼ完全に抑制した。
 16) 抗 TGF一β1 抗体は, この増殖効果に影響を及ぼさなかった。
 分離直後の末梢血好酸球には上記の増殖因子は存在 しないが, ヒ ト気道平滑筋細胞は種々の刺
 激によりこのような増殖因子を産生・遊離し auむocrlne/paracrine 機構で増殖することが知 られ
 ている。 この抗体実験より, 好酸球 1ysate はヒ ト気道平滑筋細胞からの IGF一且, PDGF および
 TNF一α産生誘導を介 して細胞増殖を促進することが強く示唆され る。
 本研究は, 好酸球が気道平滑筋細胞増殖作用を有すること, またその作用は平滑筋細胞からの
 増殖因子発現誘導を介することを初めて明らかにした。 本研究は, 喘息発症の中心的役割を担う
 好酸球が気道平滑筋の過形成に直接関わることを示す独創的な研究である。 また, 気道平滑筋の
 肥厚は, 喘息の重症化, 慢性化を来す重要な病態であることか ら, 本研究はその発症機序の解明
 さらに喘息の新たな治療開発に寄与する臨床的にも意義のあるものである。 よって本研究は学位
 論文に値する。
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